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Abstract: The aim of this study was to evaluate the clinical usefulness of polya司
crylamide gel electrophoresis， followed by reaetion with peroxidase-coupled lectins using 
urinary glycoproteins in 20 patients with diabetic nephropathy. After SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresis CSDS-P AGE) ， high performance lectin affinity chromatography 
CHPLAC) and immunoblotting of urinary glycoproteins with Q:'l -acid glycoprotein Cαl-AG) 
and Q:'l-microglobulin Cαl-MG) were performed. 
The lectins used were derived from Triticum vulgaris CWGA)， Phaseolus vulgaris CPHA 
E4)， Dolichos biflon必 CDBA)and Lens culinαris CLCA)， which had a high affinity for βl 
→4 N-acetyl-D-gulcosamine CGlcNAcβ1→4 GlcNAc)， N-acetyl-D-galactosamine CGal. 
NAc)，α-galactosamine Cα-Ga1NAc) and α-mannose Cα-Man) residues， respectively. 
Electrophoretic patterns of urinary glycoproteins c1ear1y showed the presence of lectin 
reactive glycoproteins with molecular weights lower than that of albumin. The molecular 
weights of the main bands that reacted with WGA， namely PHA-E4 and LCA， were 
respectively 50，000 and 38，000 daltons， and increased with the progression of diabetic 
nephropathy 
WGA reacted strongly with many glycoproteins having a wide range of molecular 
weights. LCA and PHA-E4 reacted preferentially with glycoproteins of molecular weight 
lower than 50，000 daltons， but with DBA no reaction was observed. 
These results suggest that low molecular-weight glycoproteins that are observed in the 
urine of patients with diabetic nephropathy have abundant carbohydrate residues such as 
GlcNAcβ1→4 GlcN Ac， GalN Ac and α-Man， and inc1ude αl-AG and Q:'l-MG. 
The excretion of low-molecular-weight glycoproteins with high affinities for some 
lectins suggests organic impairment in diabetic nephropathy. 
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患者 20例であり，その性別が男性 12例，女性 8例U，年















定量試薬CPierce社， USA)を用いる Smithet a1.9)の方
法に準じて測定した.本法による蛋白の検出限界は5μg
Imlであった.
Fig. 1. Analytical methods. 
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用緩衝液には 0.1% SDS含有 O.lMリン酸緩衝液
(PBS) (pH 7.2)を用いた101 試料には蛋白量を 5μg/μl
に調整した尿を用い， 10μlの試料を濃度勾配ゲノレに添
加して室温で 60mV， 15時間泳動した(Fig.1). 
(4) ウエスタンプロッティング法
上記の電気泳動後， トランスプロッティング装置
(AE 3280型，アト一社〉を用いる Towbinet al."1の方法
に準じ，直ちにスラブゲノレを 0.45μmのニトロセノレロー
ス膜(NC膜，アドバンテッグ社〉に密着させて糖尿白質
を転写した.転写用緩衝液には 25mMトリス， 192mM 
グリシン， 20 %メタノーノレ(pH8.3)を用い， 4'C， 35 V 
で4時間通電した.転写後， NC膜の SDSを除去するた









μg/mlになるようにレクチンを溶解した 1mM  CaCl" 
1mM MgCl" 0.9 % NaCl加 50mM  Tris-HCl緩衝液
(pH 7.4)でNC膜を覆い，室温で 30分間反応させた.つ
いで， 0.9 % NaCl， 0.05 % Tw巴n20含有 O.OlMリン
酸緩衝液(PBS)で 5分間の緩徐な振溢洗浄を 6回反復
した.ベルオキシダーゼ反応の基質に用いた 0.3% 4 
chloro -l-naphtholのメタノーノレ溶液と 0.018% H，O， 





量マーカーには分子量 17，000，27，000， 39，000， 




macia Fine Chemicals社， Sw巴den)0.5ml ~こ吸着させ
てアノレブミンを除去し， WGAおよび LCA結合カラム





















































Fig. 2. Immunoblotting procedure of urinary glyco】
proteins from diabetic patients. 
Table 1. Lectin used in this study 
Lectin Source Sugar specificity 
WGA Trithcum vul，以内S βl→ 4 N-acety1-D-G1ucosamine 
Sialic acid 
PHA-E4 Phaseolus vulga門 bisectingN-acety1-D-Ga1actosamine 
D BA Dolichos biflorus αN  -acety 1-D-Ga1actosamine 
LCA Lens culinaris αD-Mannose>αD-G1ucose 
Fucose 
糖尿病性腎症における尿中糖蛋自分析 (675) 
リス硫酸緩衝液， pH 7.2)に対する B液(200mM N-
acety! g!ucosamine ; G1cNAc)の濃度勾配(A→ B:20 
分間〉で溶出し， LCAカラムではB液(methy!-a-man日













で1時間反応させた.引き続いて， 0.05 % Tween 20含













idase comp!ex ; V巴ctor社， USA)を溶解した 10m!の
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Fig. 4. Densitograms of western b!ot for urinary g!ycoprot巴insat 680 nm after staining with HRP-WGA. 




























































































Fig. 6. Densitograms of western blot for urinary glycoproteins at 680 nm after staining with HRP-PHA-E，・
Each group is same as described in Fig. 5 
糖尿病性腎症における尿中糖蛋白分析
0-I 0-1 。-0 N Serum 
Fig. 3. Western blot analysis of urinary glycoproteins from diab巴ticpatients. Each 
glycoprot巴inon SDS-polyacrylamide gels was electrophoretically transferred to a 
NC sheet and detected with HRP-WGA. D-I represents urine from grade I 
diabetic nephropthy; D-1 ， grade 1 ; D-O， grade 0; N， normal control. Serum 
repr巴sents20-fold diluted serum of normal control subjects. Molecular weight 
standards (MF 130，000， 75，000， 50，000， 39，000， 27，000 and 17，000， in this order 
from the top). 
Fig. 5. Western blot analysis of urinary glycoproteins from diabetic patients. Each 
glycoprotein on SDS-polyacrylamide gels was巴lectrophoreticallytransferred to a 
NC sheet and det巴ctedwith HRP-PHA-E，. All conditions are same as Fig. 3. 
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Fig. 7. Western blot analysis of urinary glycoproteins from diabetic patients. Each 
glycoprotein on SDS-polyacrylamide gels was electrophoretically transferred 
to a NC sh巴巴tand detect巴dwith HRP-LCA. All sampl巴sapplied are same as 
Fig.3 
Fig. 10. Immuno-detection of l'j-acid glycoprotein in 
urinary glycoproteins from diabetic patients. 
lane 1; urinary sulfosalicylic acid soluble 
mucoprotein， lane 2; control serum， lane 3 ; 
urinary glycoprotein from gradeII diabetic 
nephropathy， lane 4; fraction巴lut巴dat 7.5 
min by WGA column， lane 5 ; fraction eluted 
at 6.5 mim by LCA column 
Fig. 11. Immuno-detection of l'j-microglobulin in 
urinary glycoproteins from diabetic patients. 
All conditions are same as Fig. 10. lane 1 ; 
control serum， lane 2; urinary glycoprot巴in
from gradeIl diabetic n巴phropathy，lane 3 ; 
fraction巴lutedat 7.5 min by WGA column， 


















(1) 向 AG あるが51ーへ尿中糖蛋白の質的変化や糖鎖構造の変化は
尚一AG抗体で染色されるパンドは健常対照群および 不明のままである.本研究は，糖尿病性腎症患者に認め
糖尿病群の尿では80，000および50，000に相当する分子 られる尿中糖蛋白を分子量およひホ糖鎖の解析を目的に，
量域に存在した(Fig目 10). 糖蛋白糖鎖と特異的に結合する HRP標識レグチンを用









































十 + 十 十
Fig目 8.Densitograms of west巴rnblot for urinary glycoproteins at 680 nm after staining with HRP-LCA. 





D-ll lysonzyme 14，600 
retinol-binding protein 21，000 
7.5 〆〆
L-chain 22，000 
~.〆ポ 尚一microglobulin 33，000 
〆 '''' β'2-g1ycoprotein II 35，000 
。 β'2-g1ycoprotein 1 40，000 
Zn-α2-g1ycoprotein 41，000 
Vitamin D-bindng protein 41，000 
日J-acidglycoprotein 44，100 
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Fig. 9. Chromatograms of HPLAC for urinary glyco-
proteins from diabetic patients at 280 nm. D 
-I represents urine from grade I diabetic 
nephropathy; N， normal control. HPLAC 
was performed using two lectin conjugated 
columns， LA-WGA and LA-LCA， and glyco-
proteins wer巴 elut巴dwith a linear gradient of 
200 mM  GluNAc or 200 m M  a一MM(B: da-
shed line) respectively， in50 mM  Tris-H2SO， 
buffer (A). Arrows indicate the fraction 
eluted by LA -WGA at 7.5 min and by LA 
-LCA at 6.5 min， respectively. 
従来より電気泳動後の蛋白染色には Coomassie bril 
liant blue(CBB)染色や鍍銀染色，糖の定性分析には














Tabl巴 2.Low molecular proteins in human serum 












































































































































































セチノレヘキソサミンが 13.9%， シアノレ酸が 12.1%， フ
コースが 0.7%の組成を示しており，成分の 41.4%が糖
質を含有するが，脂質を含まない.また，尚一AGは血中




















































糖尿病患者を対象として尿中糖蛋白の分子量分布なら 28: 1329， 1986 
びに糖鎖構造をレクチン染色を用いるウエスタンブロッ 7)田中彰，福田正博，島健二，熊原雄一酸可溶
ティング法により分析し，以下の成績を得た. 性蛋白.日本臨床 44:215， 1986 
1. 健常対照群および糖尿病患者の尿には，低分子領 8)西浦公章，土肥和紘，金内雅夫，山野繁，中島靖
域に3種のレクチン(WGA，PHA-E4， LCA)と親和性を 夫，竹中義正， 5.畢井冬樹， ~~賓口尚重，石川兵衛，杉
示す糖蛋白が検出された. 本和夫，土肥祥子，森山忠重:糖尿病性腎症におけ
2. 糖尿病性腎症の進展とともに，分子量 50，000と る尿中シアル酸含有糖蛋白分子量排池ノミターン.腎
38，000に相当するレクチン染色バンドが泳動膜に濃染 と透析 24:287， 1988 
され，その両者は尚一acid glycoproteinと IX，-micro- 9) Smith， P. K.， Krohn， R. 1.， Hermanson， G. T.， 
globulinと推定される Mal1ia，A. K.， Gartner， F. H.， Provenzano， M. 
D.， Fujimoto， E. K.， Goeke， N. M.， O1son， B. J. 
and Klenk， D. C. : M巴asurementof protein using 
本論文の要旨は第 37回日本糖尿病学会年次学術集会 bicinchoninic add. Ana1. Biochem. 150: 76， 1985 
(1994年 5月，徳島市〉において報告した 10)Leammli， U. K. : Cleavag巴 ofstructural proteins 
稿を終えるにあたり，ご指導，ご校関を賜りました土 during the assembly of th巴headof bacteriophage 
肥和紘教授に深甚なる謝意を捧げるとともに，ご校関 T4 • Natur巴 227:680， 1970. 
ご助言を賜りました本学病態検査学教室中野 博教授な 11) Towbin. H.， Staehelin， T. and Gordon， J.
らびに公衆衛生学教室米増園雄教授に深謝いたします Electrophoretictransfer of proteins from polya 
さらに直接のご指導，ご教示を賜りました公衆衛生学教 crylamide gels to nitorocellulose she巴ts:proce-
室土肥祥子助教授に感謝いたします.また終始ご協力頂 dur・eand some applications. Proc. Nat1. Acad目
きました第 l内科学糖尿病研究班の諸先生方に感謝いた Sd. USA 76: 4350， 1979 
します.
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